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Long-chain nucleic acids are separated from 
other substances from solutions containing 
nucleic acids and other materials, and more 
particularly nucleic acid/protein mixtures from 
biotechnical preparations from bacteria, viruses, 
animal and vegetable tissues and cells as well as 
body liquids, more particularly cell ingredients 
and/or degradation products thereof as well as 
components of body liquids which components 
are not long-chain nucleic acids, by that the long- 
chain nucleic acids in the nucleic acid-containing 
solutions, or after disintegration under mild 
conditions of the tissue cells and/or cells from 
body liquids are fixed on a porous matrix, 
whereas the substances to be separated 
therefrom are washed out from the matrix, and 
the fixed nucleic acids, if desired, are 
subsequently removed from the matrix. A device 
for carrying out the method preferably consists of 
a cartridge (1 ) containing the porous matrix (1 1 ) 
and having at least one inlet opening (3) and at 
least one outlet opening (4). 
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Langkettige Nukleinsiuren werden von anderen Substan- 
zen aus Bakterfen, Viren, tlerischen und pftenzlichen Gewe- 
ben und Zellen sowie Korperflussigkeiten, insbesondere 
Zellinhaltsstoffan und/oder deren Abbauprodukten sowie 
Bestandteilen der KorperflGssigketten, die nicht langkettige 
Nukieinsiuren sind, dadurch abgetrennt, daft man die lang- 
kettigen Nukieinsiuren nach dem schonenden Aufsch!u& 
der Gewebezetlen und/oder Korperflussigkeiten an einer 
porosen Matrix fbciert. wahnsnd die abzutrennenden Sub- 
stanzen aus der Matrix ausgewaschen werden und die ftxler- 
ten Nukleinsauren anschlieBend von der Matrix abgetrennt 
werden. Eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
best eh t vorzugsweise aus einer Kartusche (1) mit minde- 
stens einer Eintrhts- (3) und mindestens einer AustrittsofT- 
nung (4) und enthalt die porose Matrix (1 1). 
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1. Verfahren zur Trennung von Iangkettigen Nu- 
kleinsauren von anderen Substanzen aus Bakterien, 
Viren, tierischen und pfanzlichen Geweben und 
Zellen sowie KdrperflQssigkeitea insbesondere 
Zellinhaltsstoffen und/oder deren Abbauprodukten 
sowie Bestandteilen der KdrperflQssigkeiten, die 
nicht langkettige Nukleinsauren sind, dadurch ge- 
kennzeichnet daB die Iangkettigen Nukleinsauren 
der Gewebezelien und/oder Zellen aus KdrperflOs- 
sigkeiten nach dem schonenden Aufschlufi an einer 
pordsen Matrix fbdert werden, wahrend die abzu- 
trennenden Substanzen aus der Matrix ausgewa- 
schen werden und die fixierten Nukleinsauren an- 
schlieBend von der Matrix abgetrennt werden. 
Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB die pordse Matrix aus modifiziertem 
Silicagel besteht. 

3. Verfahren nach AnsprQchen 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet daB die pordse Matrix ein Anio- 
nenaustauscher ist 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet daB die Partikelgrdfle des 
Silicagel-Basismaterials 15 bis 250 um und der Po- 
rendurchmesser 100 bis 2500 nm betragt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Partikelgr6Be des Silicagel-Basis- 
materials 25 bis 40 ujn und der Porendurchmesser 
ca. 400 nm betragt 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet daB die Abtrennung der 
Iangkettigen Nukleinsauren in Ldsungen erfolgt 
die frei von Phenol sind 

7. Verfahren nach einem Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet daB Materiaiien mit hydrophilen 
Oberflachen verwandt werden. 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet daB der schonende Auf- 
schluB durch enzymatische Proteolyse und/oder in 40 
Anwesenheit von Detergenzien und/oder in Anwe- 
senheit denaturierender Agentien oder in Kombi- 
nation mit mechanischen Verfahren erfolgt 

9. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet daB das Auswaschen der 45 
abzutrennenden Substanzen mittels einer Waschld- 
sung niedriger Ionenstarke und die nachtragiiche 
Abtrennung der Iangkettigen Nukleinsaure von der 
Matrix mittels einer Ldsung hoher Ionenstarke ge- 
schieht 

10. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet daB die Trennung der 
Iangkettigen Nukleinsauren im Batch- Verfahren 
erfolgt. 

11. Verwendung einer pordsen Matrix zur Tren- 
nung von Iangkettigen Nukleinsauren von anderen 
Substanzen aus Gewebe und KdrperflOssigkeiten, 
wobei die Iangkettigen Nukleinsauren an die pord- 
se Matrix fixiert die Qbrigen Substanzen ausgewa* 
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sprQchen 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet daB 
die PartikelgrdBe der pordsen Matrix 15 bis 250 urn 
und der Porendurchmesser 100 bis 2500 nm be- 
tragt 

15, Verwendung einer pordsen Matrix nach An- 
spruch 14, dadurch gekennzeichnet daB die Parti- 
kelgrdfle der pordsen Matrix 25 bis 40 \im und der 
Porendurchmesser ca. 400 nm betragt 

16, Verwendung einer pordsen Matrix nach einem 
der AnsprQche 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet 
daB die pordse Matrix ein Anionenaustauscher ist 

17, Vorrichtung zur DurchfQhrung des Verfahrens 
gemaB AnsprQchen 1 bis 9 t bestehend aus einer 
pordsen Matrix in einem Behalter mit mindestens 
einer Eintritts- und mindestens einer Austrittsdff* 
nung. 

la Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch ge- 
kennzeichnet daB die pordse Matrix aus einem An- 
ionenaustauscher besteht 

19. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 17 und 

18, dadurch gekennzeichnet daB die pordse Matrix 
aus modifiziertem Silicagel besteht 

20. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 17 bis 

19, dadurch gekennzeichnet daB der Behalter eine 
Kartusche (1) ist 

21. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 17 bis 

20, dadurch gekennzeichnet daB die Kartusche (1) 
mindestens eine Eintritts- (3) und mindestens eine 
Austrittsdffhung (4) aufweist, 

22. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 17 bis 

21, dadurch gekennzeichnet dafi die Seitenwande 
(2) der Kartusche (1) aus Kunststoff bestehen, 

23. Vorrichtung nach Anspruch 22, d adurch ge- 
kennzeichnet daB der Kunststoff PTFE ist. 

24. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 17 bis 
21, dadurch gekennzeichnet daB die Seitenwande 
(2) der Kartusche (1) aus hydrophilem Material be- 
stehen. 

25. Vorrichtung nach einem der AnsprQche 17 bis 
22 und 24, dadurch gekennzeichnet daB die die 
Kartusche abschlieBenden Filter (5a) und (56) aus 
hydrophilem Material bestehen. 

Beschreibung 


Gegenstand der vorliegenden Erflndung ist ein Ver- 
fahren zur Trennung von Iangkettigen Nukleinsauren 
von anderen Substanzen aus Bakterien, Viren, tierischen 
und pflanzlichen Geweben und Zellen, insbesondere 
50 Zellinhaltsstoffen und/oder deren Abbauprodukten so- 
wie Bestandteilen der KdrperflOssigkeiten, die nicht 
langkettige Nukleinsauren sind, sowie die Vorrichtung 
zur DurchfOhrung des Verfahrens. 

Die Nukleinsaureprftparation aus natQrlichen Quel- 
55 len, insbesondere aus Viren, bakteriellen oder eukaryo- 
tischen Zellen, Zellverbanden oder Geweben sowie 
KdrperflOssigkeiten ist eine Schiusseltechnik fQr ver- 
schiedenste praparative und analytische Probiemldsun- 
gen in der Biologie und Medizin. Emige wichtige An- 
schen und die Iangkettigen Nukleinsauren danach 60 wendungen seien im folgenden exemplarisch genannt: 
von der Matrix abgetrennt werden. - Die Molekularbiologie bedient sich replikationsfahi- 

12. Verwendung einer pordsen Matrix nach An- ger Vehikel fQr DNS-Fragmente, zu denen Plasmide, 
spruch 1 1, dadurch gekennzeichnet daB die pordse Phagea Viren usw. gehdren. Um die DNS- oder RNS- 
Matrix aus modifiziertem Silicagel besteht prozessierenden Enzyme anwenden zu kdnnen, bedarf 

13. Verwendung einer pordsen Matrix nach einem 65 es zunachst einer hochgereinigten DNS oder RNS. Ahn- 
der AnsprQche 1 0 oder 12, dadurch gekennzeichnet liches gilt fur die genetische Analytik von beispielsweise 
daB die pordse Matrix ein Anionenaustauscher ist. Viren aus GewebsflQssigkeiten oder genomischer DNS 

14. Verwendung einer pordsen Matrix nach An- aus Gewebe. Da zum spezifischen Nachweis bestimm- 
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ter Charakteristika von Nukleinsauren wie zum Beispiel 
Restriktionspolymorphismen diese Nukleinsauren vor 
dcr Analyse einer enzymatischen Spaltung unterworfen 
werden, mQssen sie in einer solchen Remheit vorUegen, 
daB diese enzymatischen Prozessierungen durchfOhrbar 
sind Die bislang bekannten Verfahren erlauben es mcnt, 
aus so unterschiedlichen Ausgangsmateriaiien wie Ge- 
webe, Blut, Sputum, Zellkulturexw Baktenen. Pdzen, re- 
nalen und fakalen Esckrementen die DNS/ RNS nach 
ahnlichen und einfachen Arbeitsanweisungen zu extra- 
hieren und zu konzentrierea 

Die Problematik wlrd besonders deutlich, wenn man 
an die Virusdiagnostik, zum Beispiel Hepatitis B-DNS- 
Nachweis in Bhit und Leberbippsien. die Individualzu- 
ordnung in der Kriminalistik, der forensischen Medizin 
oder der Vaterschaftsanalyse denkt, wobeizur Analyse 
zellulare Nukleinsauren aus so unterschiedlichen iQuei- 
len wie Spermien, Gewebe (frisclv verkohlt, gcfroren. 
eingetrocknet usw.) erhalten werden mQssen fur die 
technisch jeweOs vergleichbare Art der Folgeanalyse. 

Die bisher bekannten Verfahren zutKeinigunglang- 
kettiger Nukleinsauren verlangen langere Zentnfuga- 
tionsschritte oder waBrige Phenol/Zweiphasenextrak- 

tt °Solche Verfahren sind sehr personal- und kostenin- 
tensiv und auBerdem zu aufwendig, urn sie im automati- 
sierten Betrieb einfach zu realisieren. Die bekannten 
und gebrauchiichen Reinigungsverfahren bendtigen 
weiterhin kostspielige Gerfite, insbesondere KQhlzentri- 
f ugen und Ultrazentrifugen, die flberdies nocb wertyol- so 
les Material wie Casiumchlorid fur Dichtegradienten- 
Zentrifugation oder Rotoreinsatze fur den Einmalge- 
brauch verbrauchen. -m . . , 

Ein Verfahren, das in EP-A-83 901 065 beschneben is 
undaufdemEinsatzvonHPLC-Geraten basiert.eignet 35 
sich zwar zur chromatographischen Auftrennung von 
Nukleinsauren, jedoch werden langketuge Nukleinsau- 
ren wie zum Beispiel ^Phagen-DNS durch mechanic 
sche Einwirkung beschadigt Aus Bernard^ , G. (1971), 
-Methods in Enzymology" (Grossman, & Moldave, 40 
HrsgS Band 21. Seiten95 bis 139, Academic Press, New 
York, ist ein Verfahren bekannt zur Abtrennung von 
Nukleinsauren von Proteinen, niedermolekularen Sud- 
stanzen und zellularen Bestandteilen wie Ohgo- und 
Polysacchariden durcb chromatographische Remigung 45 
an Hydroxylapath (HAP), . . 

Dieses Verfahren wurde auch zur Remigung von 
Plasmide und -Phagen-DNS eingesetrt (stehe Cohnan 
A. et al 1978, Eur. J. Biochem. 91. 303 bis 310; Shoyab, M. 
& Sen? A- 1978, J. BioL Chem. 253, 6654 bis 6656; und 50 
Sn^T.JC & Han, J. 1983, AnaL Biochem. 132 20 bis 
251 Das Verfahren ist jedoch nicht nut dem erfindungs- 
gemaBen Verfahren vergleichbar. So ist beispielsweise 
die Kapazitat der Trennleistung in mg Nukieinsaure be- 
zogen auf g Trenngel mit ca. 1 mg/lg im erfindungsge- 55 
maBen Verfahren etwa lOOmal haher als beim HAP- 
Verfahrea Die Trennung auf HAP ergibt fur langketti- 
ee Nukleinsauren hohe Ausbeuteverhiste, insbesondere 
bei zeilularer DNS, und erf ordert. hohe Phosphat- und 
Hamstoffkonzentrationen im Eluttonspuffer, was sich 60 
bei der Weiterverarbeitung der aufgetrennten langket- 
tigen DNS stdrend auswirkt Die bekannten Gelper- 
meationsverfahren sind nicht in der Lage, hochrnoleku- 
lare Nukleinsauren von anderen hochmolekularen Suo- 
stanzen wie Proteinen und Polysacchariden zu trennen, 
da diese Materialien lediglich nach GrdBe und Form 

selektiereiL . . " . 

FQr die direkte Hybridisierungsreaktton 1st gewttnn- 


lich die Produktreinheit, die nach bekannten Verfahren 
erzielt wird, hinreichend. FQr eine Anzahl von Nacn- 
weisproblemen ist die Konzentration der gereinigten, 
iangkettigen Nukieinsaure jedoch zu gering, als daB em 
direkter Hybridisierungsnachweis moglich ist. Als Bei- 
spiele seien genannt die Analytik von AIDS-Virus-Nu- 
kleinsauren in stark unterreprasentierten infizierten 
Zellen einer Lymphknotenbiopsie oder der Nachweis 
eines Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus 
(RFLP) in einer kleinen Menge Zellen, die bei einer 
Amniozentese oder Chorionbiopsie anf alien. - 

Sollen spezihsche Nukleinsauresequenzen enzyma- 
tisch amplifiziert werden, so muB die zu amplifizierende 
Nukieinsaure in einer Reinheit vorliegen, die es ermog- 
licht, daB Enzyme, wie Polymerases nicht inhibiert wer- 
den (Saiki, R-K. et al„ 1985, Science 230, 1350 bis 1354). 
Ein essentieller Reinigungsschritt der bekannten Ver- 
fahren 1st der Einsatz einer phenolischen Extraction, um 
ef fizient die Entf ernung von Proteinen und organischen 
Agentien, die Enzyme hcmmcn konnen, zu erreichen. 
Phenol ist jedoch ein starkes Haut- und Lebergift und 
solite nur unter Sicherheitsvorkehrungen und von gut 
geschultem Personal verarbeitet werden. Zudem sind 
FlOssigextraktionen zeit- und personalintensiv, 

Bisher konnten nur in Forschungslaboratorien derar- 
tige Reinigungen von Iangkettigen Nukleinsauren. ins- 
besondere innerhalb der Molekularbiologie, durchge- 
fQhrt werden, da die bekannten Verfahren zeitaufwen- 
dig, instrumentations- und kostenintensiv und aufgrund 
der verwendeten Chemikalien wie Phenol Qberdies ge- 
sundheitsschadlich sind Eine typische Arbeitsanleitung 
laflt sich in folgende Schritte aufteilen: 


65 


a) der AufschluB der Zellen oder Gewebe oder 
Kdrperflussigkeiten, der mittels einer Reihe von 
Verfahren wie mechanische Verfahren (zum Bei- 
spiel MQhle) in Kombination mit physikalischen 
Verfahren (zum Beispiel ICoch-Verfahren — "boi- 
ling procedure"), mit enzymatischen Verfahren 
(zum Beispiel Proteinase K, Lysozym eta) und mit 
chemischen Verfahren (zum Beispiel Natronlauge, 
Diethylpyrocarbonat) geschehen kann und der die 
Zellinhalte fOr weitere Enzyme und Reagentien zu- 
ganglich macht, 

b) grobe KJarung der Losung von ZelltrQmmern m 
derZentrifuge, 

c) Schritte zur Proteinentfernung und erste Anrei- 
cherung der Nukieinsaure, gewohnlich unter Zunil- 
fenahme eines Zweiphasensystems, bestehend aus 
phenolischer Phase/waBriger Phase, und 

d) Hochreinigungsfechniken wie Ultrazentrifuga- 
tion. 

Deh bekannten Verfahren zur Remigung langkettiger 
Nukleinsauren (> 20 kB ^ Molekulargewicht > 13 
Millionen Dalton) ist gemeinsam, daB sie sich nur 
schwer rationalisieren lassen, falls die Nukleinsfiurepra- 
parationeii rouunemaBig durchgefflhrt werden sollen. 
Dieser Zustand ist beispielsweise gegeben in Laborato- 
rien der Molekularbiologie, die standig hochreine Plas- 
mide oder Phagen-DNS bereitstellen mfissen. 

In der medizinischen Diagnostik besteht das dnngen- 
de BedOrfnis, neue Aussagen durch die Analyse geneti- 
schen Materials zu erhalten. Erwahnt sei das Problem 
der Hepatitis-Diagnostik, wobei nur der direkte Virus* 
nachweis AufschluB Qber eine Infektiositat eriaubt, oder 
der genetische Nachweis einer erblich bedingten Pro- 
teindefizienz, zum Beispiel einer Thalassamie. Die Auf- 
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arbeitung des zu analysierenden Materials (DNS oder 
RNS), insbesondere bei groBen Probenzahlen, erweist 
sich als entscheidendes Hindemis auf dem Weg zu einer 
Diagnostik auf genetischer Basis, wenn sie den bekann- 
ten serologischen Verfahren in ihrer massenmaBigen 
Anwendbarkeit gleichkommen solL 

Die Bedeutung einer automatisierten Nukleinsaure- 
aufarbeitung ist auflerordentlich gro& Diese Verfah- 
rensweise ist die Voraussetzung far eine allgemein an- 
wendbare Diagnostik auf genetischer Ebene, die in ihrer 
Bedeutung den verbreiteten serologischen Diagnose- 
methoden entsprechen kdnnte. 

Beide Verfahren decken Bereiche ab t deren Aussagen 
sich in komplementarer Weise erganzen. 

Wahrend in der Immunologic qualitativ und quantita- 
tiv die Zell- oder Virusprodukte bestimmt werden k6n- 
nen, findet bei der genomischen Analyse die Diagnose 
auf der Ebene des Informationsspeichers der Nuklein- 
saure statt 
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Vergleich zu A-DNS zu. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemSB geidst durch ein 
Verfahren, in dem die langkettigen Nukieinsauren aus 
BakterienzeUen, Viren, pflanzlichen und tierischen Ge- 
webezellen und/oder Zellen aus KorperflOssigkeiten 
nach dem schonenden AufschluB an einer porosen Ma- 
trix fixiert werden, wahrend die abzutrennenden Sub- 
stanzen aus der Matrix ausgewaschen werden und die 
fixierten Nukieinsauren anschlieBend von der Matrix 
abgetrennt werden. 

Die pordse Matrix besteht vorzugsweise aus modifi- 
zierten Silicagel- Partikem mit einer PartikeigrdBe von 
15 bis 250 u-m, vorzugsweise 25 bis 40 um. Die Poren 
weisen Durchmesser von 100 bis 2500 nm, vorzugsweise 
ca. 400 nm auf. Die Modifizierung des Silicagels erfolgt 
vorzugsweise dadurch, daB das Tragermaterial mit ei- 
nem SDanisierungsreagens zu einera Anionenaustau- 
scher umgesetzt wird 
Wie in EP-A-83 901 085 offenbart, geht man dabei 


Die Gentechnologie ermdglicht eine extrem hochauf- 20 zum Beispiel von y -Grycidyloxypropyltrimethoxysilan 
j_ ts :_j 1 i.-t • ■ ~ und N»N-Dirnethyiaminoethanol aus. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermdglicht dabei 
unter anderem den Verzicht auf phenolische Extraction 
des zu untersuchenden Aufschlusses zur Reinigung der 
langkettigen Nukieinsauren von storenden Bestandtei- 
len. 

Es empfiehlt sich bei Anwendung des erfindungsge- 
raaBen Verfahrens, hydrophile Oberflachen zu verwen- 
den, da Nukieinsauren, insbesondere langkettige Nu- 


iSsende Diagnostik, indem nahezu jeder einzelne Bau 
stein der bis zu MiHiarden Bausteine umfassenden Erb- 
speicher geprOft werden kann. Die Verfahrensweise er- 
laubt, die An- oder Abwesenheit infektidsen Erbmateri- 
als, beispielsweise eines AIDS-Erregers, zu bestimmen 
oder genetische Erkrankungen zu erkenneri wie Mus- 
keldystrophie, ohne daB Genprodukte in Form von bei- 
spielsweise Protein/ Andgenen exprimiert werden mus- 
sen oder das Fehlen derselben festgestellt werden muB. 


Die Aufgabe ider vorfiegenden Erfindung besteht also 30 kleinsauren dahin tendieren, feste Wechsehvirkungen 
~ . . ... Matrix einzugehen, wenn Salzldsungen hoher 

lonenstarke verwendet werden. Die starken hydropho- 
ben Wechselwirkungen kdnnen zu Kontaminations- 
und Ausbeuteproblemen fahren. 
35 Die schonende enzymatische Proteolyse kann entwe- 
der all ein oder auch in Kombination mit mechanischen 
Mitteln erfolgen. Es stehen eine Reihe von Verfahren 
zur VerfQgung, namlich mechanische Verfahren (zum 
Beispiel MQhle) in Kombination mit physikalischen Ver- 
40 fahren (zum Beispiel Koch- Verfahren — "boiling proce- 
dure^ enzymatische Verfahren (zum Beispiel Prote- 
inase K, Lysozym etc.) und chemische Verfahren (zum 
Beispiel Natronlauge.DiethylpyrocarbonatX 
Diese Verfahren lassen sich entweder allein oder in 
Material wie Casiumchlorid fQr Dichtegradienten 45 Kombination mit dem erfmdungsgemaflen Verfahren 


in einem Verfahren zur Trennung langkettiger Nukiein- 
sauren ausGewebe und Kdrperflussigkeiten, das 

a) es in gleicher Weise erlaubt, aus unterschiedlich- 
sten Ausgangsmaterialien wie Gewebe, Blut, Spu- 
tum, Zellkulturen, Bakterien, Pilzen, renal en und 
fakalen Exkrementen so wie pflanzlichem Gewebe 
aus Kalluskulturen, Wurzeln etc die Nukieinsauren 
in ahnlicher Weise zu extrahieren und zu konzen- 
trieren, 

b) keine Iangeren Zentrifugationsschritte, insbeson- 
dere Ultrazentrifugationen, verfangt, 

c) ohne kostspielige Gerate, insbesondere KOhlzen- 
trifugen und Ultrazentrifugen, und ohne wertvolles 


oder Rotoreinsatze fur Einmaigebrauch auskommt, 

d) eine hohe Reinheit der Nukleinsaure garantiert, 

e) auf phenolische Extraktion verzichten kann und 

f) eine Automatisierung ermogiicht 


zur Extraktion langketdger Nukieinsauren einsetzen. 
Einige dieser bekannten Verfahren (T. Maniatis, E.F. 
Fritsch, J. Sambrook (CSHX 1982; "Molecular cloning" 
(CSJi.)) verwenden Natriumdodecyisulfat (SOS) oder 
50 Sarcosyl als Deterge ns bzw, soiubilisierendes und pro- 
teindenaturierendes Agens. In Anwesenheit von mehr 
als 0,1 % SDS (bevorzugt verwendet werden 0,1 bis 2%) 
wird die Btndung von DNS/RNS an die die polykationi- 
sche Oberflache des Tragers beeinfluflt und stark herab- 
dadurch auszeichnet. daB ein hochpordses Silicagel als 55 gesetzt Ist SDS fur den AufschluB unvermeidlich, dann 
Trager verwendet wird, das mit einer Anionenaustau- muB die waBrige Phase mit Phenol und/oder Chloro- 
scherbeschichtung versehen ist und in der HPLC-Chro- form versetzt werdea dh. eine Flussig/FlQssig-Extrak- 
matographie eingesetzt wird, lassen sich zum Beispiel tion ist notwendig, urn das SDS zu entfernen. Eine Alter- 
vorgereinigte Plasmide hochrein darstellen. Dennoch native besteht in einem dem erfindungsgemaBen Ver- 
sind auch hier Zentrifugationsschritte und Prazipita- eo fahren vorgeschaiteten Festphasenextraktionsschritt 


In der EP-A-83 901 065 ist ein Verfahren zur Auftren- 
nung von Nukieinsauren bis hin zur PlasmidgrdBe (< 
10000 Basenpaare a 6 Millionen Dalton) beschrieben. 
Mit Hilfe des dort beschriebenen Materials, das sich 


tionsschritte notwendig, die fQr eine Anwendung in der 
Massenanalyse bzw. -preparation nicht geeignet sind 
Ein entscheidender Nachtefl besteht darin, daB bei grd- 
Beren MolekOlea zum Beispiel ^-Phagen-DNS, wah- 
rend der chromatographischen Trennung mit Partikel < 
10 urn die Scherkrafte so groB werden, daB die Molekfl- 
le nicht mehr intakt isoliert werden konnen. Das trifft 
umso mehr auf zellulare DNS mit vielfachen Langen im 


mhtels hydrophob beschichteter TrSger (Reversed-Pha- 
se-Tragern). 

Die von den langkettigen Nukieinsauren abzutren- 
nenden Substanzen werden nach dem erfindungsgema- 
65 Ben Verfahren durch gnindliches Auswaschen mittels 
einer Waschldsung niedriger lonenstarke entfernt Die 
Abtrennung der langkettigen Nukleinsaure von der Ma- 
trix geschieht durch Spa I en der pordsen Matrix mit ei- 


OS 36 39 949 


8 


ner Ldsung hoher Ionenstarke (SalzkonzentrationX 

Bei der Reinigung von Plasmid-DNS, zum Beispiel 
aus rekombinanten E. coli- Bakterien, konnen unter- 
schiedliche Aufschluflverfahren fQr die Wirtszellcn ver- 
wendet werden. Sie alle fQhren nach einer Zentrifuga- 
tion bei ca. 12000 g zu dem sogenannten klaren Lysat, 
einem von ZeUbruchstucken und der chromosomalen 
DNS weitgehend befreiten klaren Oberstand, der Plas- 
mid-DNS, RNS, Proteine und andere Idsiiche Bestand- 
teile enthalt 

Es seien genannt das Lysozym/Triton bzw. SDS-Ver- 
fahren (siehe Maniatis et aL), das NaOH/SDS- Verfahren 
(Birnboim, RC & Doty, L, 1979, NucL Acids Res. 7, 1513 
bis 1523; Ish-Horowicz, D. & Burke, J.R, 1981, NucL 
Acids Res. 9 f 2989 bis 2998), das Phenolverfahren (Klein, 
R.D. et ai, 198ft Plasmid, 3. 88 bis 91) und das "Boi- 
ling"- Verfahren (Holmes, OS. & Quigiey, M, 1981, AnaL 
Biochem. 114, 193 bis 197)l 

Die klaren Lysate konnen, sofem sie keine nennens- 
werten Mengen (<0,01%) an ionischen Detergentien 20 
wie SDS enthaften, direkt nach dem erfindungsgemaBen 
Verfahren gereinigt werden, wobei durch die Wahl der 
geeigneten Ionenstarkebedingungen (vorzugsweise 03 


10 


15 


matographie entsalzt werden. 

Die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren isolierte 
Plasmid- DNS zeigt mindestens ebenso gute Eigenschaf- 
ten wie die mittels bekannten Reinigungsverfahren iso- 
lierte. 

Die Plasmid-DNS kann prozessiert werden mit Re- 
striktionsenzymen und DNS-Ligasen; des weiteren ist 
die DNS sequenzierbar und transfektierbar. 

A-Phagen sind haufig verwendete Transportvehikei 
fur rekombinante Nukleinsauren und werden fOr viele 
Anwendungen den Plasmidvektoren vorgezogen, da sie 

a) nach Proteineinkapselung (in vitro packaging) 
sehr efHzient Fremd-DNS in Zellen einschleusen 
und sich so zur Errichtung umfangreicher Genban- 
ke eignen, 

b) sowohl kleine als auch sehr gro&e DNS-Frag- 
mente aufnehmen konnen, 

c) eine gute Lagerfahigkeit haben und 

d) leicbt zu zuchten sind. 

Viele Klonierungsexperimente beginnen mit der Er- 
richtung einer A-Genbank. insbesondere einer stati- 
bis 0,7 M) Qber Adsorption an die pordse Matrix zum stisch errichteten Genbank. Da auf dieser Stufe nur un- 
Beispiel Proteine, Upide, RNS und kleinere Molektile 25 genQgend charakterisierte DNS eingesetzt wird, ist die 
von langkettiger DNS, insbesondere von Plasmiden, ab- Gewflhrleistung der biologischen Sicherheit oft proble- 
getrennt werden, indem Ietztere an das Tragermateriai matisch. 

bindet Durch Zusatz von Harnstoff im Auftragspuffer So mflssen zum Beispiel bei der KJonierung onkoge- 
wird das Bindungsverhalten der langketu'gen DNS nicht ner Sequenzen oder viraler Sequenzen (HTLV-III/ 
beeinfluBt, jedoch die Trennleistung gegenuber Prote- 30 LAV-1) Sicherheitsst§mme und Sicherheitsphagen der 
inen optimiert Auf diese Weise kann die hohe Kapazitat biologischen Sicherbeitsstufe 2(B2) eingesetzt werden 
des Materials von ca. 1 jig Nukleinsaure pro 1 rag der und-unter hoher Laborsicherheit (L2 oder L 3, ZKBS, 
pordsen Matrbc spezulsch fur die DNS genutzt werden Berlin, siehe V. Qberarbeitete Fas sung fur den Umgang 
trotz des hohen molaren Oberschusses an zellularer mit neurekombinierter DNS) aufgearbeitet werden. 

35 Hierbei stellen Aufarbeitungsschritte wie Zentrif ugatio- 
nen, insbesondere aufwendige, langwierige und kost- 
spielige Casiumchlorid-Gradiehtenzentrifugationen und 
das Ernten der Phagen Sicherheitsprobleme fQr Labor 
und Personal dar. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermdglicht die Rei- 
nigung von Phagen/Phagen-DNS unter Umgehung von 
Zentrifugationsschritten. Eine gewachsene bzw. lysierte 
Bakterienkultur kann gegebenenfalls vollst&ndig in ei- 
ner SterObank aufgearbeitet werden bis hin zur reinen 
A-DNS mit einer soichen Reinheit, die den casiumchlo- 
rid-gereinigten Praparationen entspricht 

Zur Isolierung zellularer DNS aus Gewebe unter- 
schiedlichster Herkunft wird das Material nach bekann- 
ten Verfahren aufgeschlossen. So wird nach einer me- 


RNS. 

Unspezifisch gebundene RNS und Proteine werden 
durch Waschen mit Pufferlosungen geringer Ionenstar- 
ke in wenigen Waschschritten von der pordsen Matrix 
entfernt 

Die Elution findet anschlieBend durch Extraktion der 
pordsen Matrix mit Puffera hoher Ionenstarke start. 

Aufgrund der auBergewohnlichen Trennleistung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens zwischen RNS/Protein 
einerseits und langkettiger DNS andererseits ist eine 
sich Qblicherweise anschlieBende RNase- und eventuell 
Proteinasebehandlung nicht notwendig. Wenn das Ware 
Lysat SDSfrei ist wie nach Kaliumacetat-Fallung oder 
wie es durch Lysozym/Tritonx-lOO-Lyse erzeugt wird, 
kann nach Einstellung einer Ionenstarke von 0,5 bis 0,7 

M das Lysat direkt aber die pordse Matrix geleitet wer- 50 chanischen Homogenisierung, zum Beispiel unter Stick- 


40 


45 


den, urn auf diese Weise langkettige Plasmide zu extra- 
hieren. Anderenfalls kdnnen SDS und Proteine zuvor 
durch Phenolisierung und Versetzen mit Chloroform 
extrahiert werden, worauf sich die DNS- Extraktion 
durch das erfindungsgemaBe Verfahren anschlieflt In 
Lysat gelostes Phenol interferiert nicht mit dem Plas- 
mid-Bindungsverhalten der pordsen Matrix* 

Ist das Volumen der Lysate sehr groB, empfiehit sich 
zunachst eine DNS-Prazipitation durch Polyethylengly- 


stoff, in einer Kugelmtthle oder durch effizientes Zer- 
quetschen "und Scheren des Materials ein proteolyti- 
scher AufschluQ in Gegenwart denaturierender und/ 
oder solubilisierender Agentien angeschlossen. Prote- 
55 inase K ist ein bevorzugtes Enzym fur den proteoryti- 
schen AufschluB, da es noch in Gegenwart von 1 % SDS 
und EDTA efHzient zur Lyse von Zellen und Zellkernen 
fflhrt Nach dem Stand der Technik mOssen anschlie- 
Bend in zeitaufwendigen FlQssig/FlOssig-Extraktionen 


col (PEG), Ethanol oder IsopropanoL Danach wird das 60 das SDS und die Proteine entfernt werden, woran sich 

Pellet in Tris- Puffer geldst, die Ldsung auf die ge- eine Dialyse und Prazipitation der DNS anschlieBt Die- 

wflnschte Ionenstarke eingestellt und Qber die pordse se Verfahrensweise ist aufwendig und nur schwer zu 

Matrix geleitet Dadurch wird die DNS aus der Ldsung automatisieren. Das erfindungsgemaBe Verfahren er- 

extrahiert in nachfolgenden Waschvorgangen mit Puf- taubt es jedoch, langkettige DNS unter schonenden Be- 

fer geringer Ionenstarke gewaschen und anschlieBend 65 dingungen aus den erwahnten Probenmaterialien in L6- 

mit Tris- Puffer hoher Ionenstarke wieder extrahiert sung zu bringen, die DNS unter Umgehung von Phenol- 

AnschlieBend kann die DNS, wenn gewunscht durch a) Extrakuonsschritten an die pordse Matrix zu faxieren, zu 

Dialyse, b) Prazipitation oder c) Gelpermeations-Chro- waschen und anschlieBend schonend in einem kleinen 
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Volumen zu eluieren (0,5 bis 5 ml, vorzugsweise 1 bis 3 
ml). 

Infektionen mit Viren spielen eine wichtige Rolle in 
der Transfusions- und Transplantadonsmedizin und ge- 
nereU bei immunsupprimierten Patienten. Beispielswei- 
se kann eine akute CMV (Cytomegalievirus)-! nf ektion 
durch Analyse renaler Exkremente nachgewiesen wer- 
den. Nach dem Stand derTechnik werden die Bakterien 
durch einen Filtrationsschritt oder low-speed-Zentrifu- 
gationsschritt vom Urin abgetrennt und danach die Vi- 
rus-DNS aus der Proteinhfllle freigesetzt und durch 
gleichzeitig stattHndende Konzentrierung gereinigt 
Hierfflr sind nach dem Stand der Technik Ultrazentrifu- 
gen eingesetzt worden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren nutzt die beschrie- 
bene pordse Matrix, indem CMV -Viren in situ nach 
Zusatz von Harnstof f, Detergenz und Puffer lysiert wer- 
den, wobei die DNS (130 bis 150 x 10 s Dalton) freige- 
setzt wird 


werden. 

Das Lumen des Behalters fQr die pordse Matrix (11) 
ist abhangig vom Verwendungszweck. Oblicherweise 
betragt das Innenvolumen bei analytischen Verfahren 
5 etwa 0,02 bis 5 cm 3 , vorzugsweise 0,1 bis 1 cm 3 . Die 
pordse Matrix (1 1) besteht vorzugsweise aus einem An- 
ionenaustauscher auf Silicagel-Basis. Der Porendurch- 
messer des Materials betragt 100 bis 2500 run, vorzugs- 
weise ca. 400 nm bei einer PartikelgrdBe von 15 bis 250 
io urn, vorzugsweise 25 bis 40 \im. 

Das Gemisch von aufgeschlossenen Zellen aus Gewe- 
be oder KdrperflOssigkeiten wird nach der schonenden 
Proteolyse, gegebenenfalls in Kombination mit mecha- 
nischen Mitteln, durch die Eintrittsdffhung in die Kartu- 
is sche gefdhrt und kommt mit der pordsen Matrix in inni- 
ge Berfihrung. Dabei entzieht die pordse Matrix dem 
Gemisch die langkettigen Nukleinsauren, wahrend die 
anderen Substanzen die Kartusche durch die Austritts- 
dffhung verlassen. Es ist dabei darauf zu achten, daB das 


Durch Adsorption an die pordse Matrix wird die DNS 20 Applikationsgemisch des aufgeschlossenen Materials 


konzentriert und mit Puff era niedriger lonenstarke ge- 
waschen. AnschlieBend wird die DNS mit. einem Puffer 
hoher lonenstarke eluiert Wenn sich der weiteren Ana- 
lyse ein Dot-Blot- Verfahren anschlieBt ist eine Entsal- 
zung der DNS nicht erforderlich. 

Die Verwendung einer pordsen Matrix, die auf Silica- 
gel-Partikel basiert, deren OberflSche so modifiziert ist, 
daB die Matrix Anionenaustauscheraktivitaten aufweist, 
gewahrieistet die Vorteile des erfindungsgemaBen Ver- 


eine niedrige lonenstarke besitzt Beispielsweise wer- 
den bei ca. 300 mM NaCl langkettige RNS und DNS 
adsorbiert jedoch Proteine und niedermolekulare Sub- 
stanzen in nicht nennenswertem MaBe; bei Konzentra- 
tionen grdBer 500 mM NaCl binden nur noch langketti- 
ge Einzelstrang-DNS und Doppelstrang-DNS, und bei 
Saizkonzentrationen urn 700 mM NaCl wird dann nur 
noch langkettige doppeistrangige DNS an der pordsen 
Matrix adsorbiert Wird die pordse Matrix unter Bedin- 


fahrens. Die PartikelgrdBe der pordsen Matrix betragt 30 gungen synthetisiert, die nicht zur maximalen Oberfla* 

15 bis 250 urn, vorzugsweise 25 bis 40 urn, und der chenladungsdichte fOhren, verschiebt sich das Trenn- 

Porendurchmesser 100 bis 2500 nm, vorzugsweise ca. profil insgesarot zu niedrigeren lonenstarken, ohne daB 

400 nm. die Trennleistung signifikant beeinfluBt wird. Dieser Ef- 

Die Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungsge- fekt ist sogar erwQnscht, wenn man die DNS bei niedri- 

maBen Verf ahrens besteht aus einem Behalter, herge- 35 gerer Salzkonzentration eluieren muB. 

stelit aus einem Material, das den Einsatzbedingungen Nachdem die Probe die Kartusche verlassen hat, spQlt 

des erfindungsgemaBen Verf ahrens widersteht Der Be- man die Kartusche sorgfaltig mit einer Waschldsung 

halter nimrnt die pordse Matrix auf und besitzt minde- von erwunschter lonenstarke (wie oben ausgefflhrt), um 

stens eine EinlaB- und AuslaBdffnung. danach die langkettigen Nukleinsauren von der pordsen 

Der Behalter (siehe AbbOdung) fflr die pordse Matrix 40 Matrix zu desorbieren. Dies geschieht in einfacher Wei- 


besteht gemaB einer bevorzugten AusfQhrungsform aus 
einer Kartusche (IX die vorzugsweise einen im wesentli- 
chen zylindrischen Hohlkdrper bildet und deren Seiten- 
wande (2) aus einem Material bestehen, das den Einsatz- 
bedingungen (Anwesenheit mehr oder weniger aggres- 
siver Chemikalien und korrosiver Salze) widersteht 
Vorzugsweise bestehen die Seitenwande (2) aus Kunst- 
stoff, 

Besonders einfach ist die Herstellung der Kartuschen 
unter Verwendung eines Schrump fschlauc hes, beispiels- 
weise aus Polytetrafhioroethylen (PTFE). Die Einla£(3) 
und AuslaBdf f nung (4) werden durch Filter (5a) und (5b) 
begrenzt In einer bevorzugten AusfQhrungsform beste- 
hen die Filter aus hydrophilem Material wie Glas, by- 


se durch SpQIen mit einer Ldsung hoher lonenstarke. 
Dazu kann die zweite Ldsung im einfachsten Fall durch 
die gleiche Eintrittsdffnung (3) eingeleitet und die glei- 
che Austrittsdffnung (4) abgeleitet werden. GewOnsch- 
45 tenfalls kdnnen aber auch Kartuschen verwendet wer- 
den, die fQr die Ldsung geringer lonenstarke und die 
Ldsung hoher lonenstarke verschiedene Eintrittsdff- 
nungen und verschiedene Austrittsdfrhungen aurweisen. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren lafit sich in einer 
50 weiteren AusfQhrungsform als "Batch'-Verfahren reali- 
sieren, das sich durch besonders einfache Handhabung 
auszeichnet Eine zur Extraktion der langkettigen Nu- 
kleinsauren geeignete pordse Matrix wird in einer aus- 
reichenden Menge in ein ReakdonsgefSB gegeben und 
drophilem Kunststoff oder Kunststoff, der mit hydro- 55 mit der zu extrahierenden Probe innig gemischt, wobei 
philem Material beschichtet ist. Es kdnnen aber auch die erwflnschte lonenstarke der Ldsung wie oben ange- 
hydrophobe Materialien eingesetzt werden. Die Ein- geben einzusteUen ist Dabei werden die langkettigen 
trittsdffnung (3) kann gewQnschtenfalls so ausgestaltet Nukleinsauren an der pordsen Matrix adsorbiert Durch 
werden, daB ein Luer- Lock-System (6) direkt an die Ein- mehrere Waschschritte werden die kontaminierenden 
trittskanule (7) anschiieBbar ist Die Austrittsdfmung (4) go Bestandteile abgetrennt Danach werden die Iangketti- 
besitzt in einer bevorzugten Ausfuhrungsforra einen in- gen Nukleinsauren durch Ehition mit einem Puffer er- 
nen liegenden Schlauch (B% vorzugsweise aus Silicon, wOnschter lonenstarke schonend von der pordsen Ma- 
der an das Filter (56) anschlieBt und vorzugsweise nicht trix abgetrennt Die pordse Matrix besteht vorzugswei- 
Qber das Ende der AustrittskanQle (9) hinausragt Das se aus einem Anionenaustauscher auf der Basis eines 
Kartuscheneluat wird durch einen Schlauch (10) abge- es modifizierten Silicagels mit einem Porendurchmesser 
Ieitet, der vorzugsweise aus Kunststoff, besonders be- von 100 bis 2500 nm, vorzugsweise ca. 4O0 nm und cincr 
vorzugt aus hydrophilem Kunststoff b esteht Es kdnnen PartikelgrdBe von 15 bis 250 um, vorzugsweise 25 bis 40 
aber auch hydrophobe Kunststoffe wie PTFE eingesetzt ujtl 


11 
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Die Erfindung wird anhand der fo!genden Beispieie 
naher erlautert: 

Beispiel 1 

Die Praparation eines Plasmids (2860 Basenpaare) ge- 
schieht wie folgt: 

Im AnschluB an das Alkali/SDS-AufschluBverfahren 
wird eine 100 ml-KuItur in US-Ampicillin-Medium (sie- 
he Maniatis et aL) mit plasmid-transformierten HB-lOt 
E. coli-Zellen 10 Minuten bei 5000 g und 5°C zentrifu- 
giert Der Oberstand wird sorgfaltig dekantiert und das 
Zell-Pellet in 2 ml 50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCL pH 
8 A 1 0 mM EDTA resuspendiert 

Nach funfminutigem Stehen bei 20° C werden 4 ml. 
frisch angesetzte ISige SDS-Losung in 0,2 M NaOH 
zugesetzt, vorsichtig gemischt und 5 Minuten auf Eis 
inkubiert 

Danach werden 3 ml kalte Natrromacetat-LSsung 
(3M Na-Acetat, 2M Essigsaure) zugesetzt, vorsichtig ge- 
mischt und fQr erne weitere Stunde auf Eis inkubiert 
Nach zehnminutiger Zentrifugation bei ca. 10000 g, 
10°C erhalt man einen klaren, plasmidhaltigen Ober- 
stand. Wird anstelle von Natriumacetat Kaliumacetat 
eingesetzt, so wird das SDS weitestgehend ausgef&llt 

Bei groBen Lysatvolumina empftehlt sich zunachst ei- 
ne DNS-Praapitation durch PEG, Ethanol oder Isopro- 
panoL Danach wird das Pellet in 10 mM Tris-Puffer pH 
7J5, 1 mM EDTA geldst, auf Ofi M NaCl eingestellt und 
Qber 200 mg des Trenngels geleitet Dadurcb wird die 
DNS (ca. 1100 jig) aus der Ldsung extrahiert Im nach- 
folgenden Waschvorgang wird mit 03 M NaCl, 50 mM 
Tris-HCL-Puffer pH 7 A 1 mM EDTA auf dem Gel ge- 
waschen und mit ca. 1 ml 1,2 M Nad, 50 mM Tris-HCL- 
Puffer pH 7,5, 1 mM EDTA wieder extrahiert Anschlie- 
Bend kann die DNS durch Dialyse, Prazipitation oder 
Gelpermeations-Chromatographie entsalzt werden. 

Beispiel 2 

Die Praparation von A-Phagen-DNS geschieht wie 

f0l fme gewachsene und lysierte A-Phagen/E. coli-Kultur 
(50 ml) wird bei 5000 g fQr 15 Minuten bei Raumtempe- 
ratur zentrifugiert oder auf Eis fQr 30 Minuten stehen 
gelassen (siehe Maniatis, T. et aL). Die Oberstande oder 
Teile davon werden Qber engporige Sterilfilter, rum 
Beispiel 0,45 urn, filtriert, um intakte Zellen oder floatie- 
rende Zelltrummer zurQckzuhal ten- 
Die Phagensuspension wird durch Passage flber eine 
Kartusche (Abbildung) bei einer Ionenstarke von 0,5 bis 
-0,7 M NaCl effizient von zellularer DNS befreit Das 
Betrvolumen der pordsen Matrix ist so zu w&hlen, dafl 
die Kapazitat der aus den lysierten Zellen freigesetzten 
zellularen DNS entspricht (ca. 200 mg pordse Matrix 
prolOOmlLysat). . 

Das Filtrat wird mit EDTA (200 mM) behandelt Bei 
gleichzeittgem Zusatz von 4 M Harnstoff wird die DNS 
der Phagen freigesetzt und mittels einer weiteren Filtra- 
tion durch die Kartusche spezifisch am Anionenaustau- 
scher adsorbiert AnschlieBend wird die Kartusche mit 
03 M NaQ, 50 mM Tris-HCL-Puffer pH 7,5, 1 mM 
EDTA gewaschen und die DNS durch ca. 1 ml 1,2 M 
NaCl, 50 mM Tris-HCL-Puffer pH 7 A 1 mM EDTA 
eluiert 

Die auf diese Weise erhaltene Phagen-DNS kann 
durch Ethanol PEG oder Isopropanol gefSllt werden. Es 
ist auch mdglich, die Phagen-DNS durch erne Dialyse zu 


entsalzen (siehe Maniatis, T. et aL). Man erhalt eine DNS 
hoher Reinheit 

Beispiel 3 

5 

Die Isolierung von zellularer DNS aus Sperma ge- 
schieht wie folgt: 

100 ul Sperma werden in 1 ml 500 mM NaCl, 10 mM 
EDTA, 40 mM DTE, 10 mM Tris-HCL-Puffer pH 7,5, 

to 1% Triton, 4 M Harnstoff und 20 ug/ml Proteinase K 
suspehdiert und 2 Stunden bei 37° C inkubiert Nach 
funfminutiger Zentrifugation bei ca. 5000 g wird der 
Oberstand in einer Kartusche fiber das Trenngel ge- 

- fflhrt Die DurchfluBgeschwindigkeit des Oberstandes 

ts durch die Kartuschen betrSgt ca. 1 ml/min. 

Alternativ kann auch im "Batch- Verfahren gearbei- 
tet werden. Dabei wird der Oberstand 15 bis 30 Minuten 
in einem 13 ml Eppendorf-ReaktionsgefaB unter Rota- 
tion mit dem Trenngel innig gemischt Darauf folgt das 

20 Waschen des Gels (5x im Batch- Verfahren) oder das 
Waschen der Kartusche mit 5 ml Waschpuffer (800 mM 
NaCl 50 mM Tris-HCL-Puffer pH 7A 1 mM EDTA), 
gefolgt von einer Hution mit ca. 1 ml von tJ2 M NaCl, 50 
mM Tris-HCL-Puffer pH 7A 1 mM EDTA. Die Elu- 

25 tionsausbeute ist grdBerals 80%. AnschlieBend kann die 
DNS durch Dialyse oder durch Prazipitation (siehe Bei- 
spiel 1) entsalzt werden. Die DNS ist mit Restriktionsen- 
zymen schneidbar und eignet sich zur Analyse im Sout- 
hern-Blot- Verfahren (siehe T. Maniatis et aL> 


30 


Beispiel 4 


Die Preparation von genomischer DNS aus Leber- 
biopsiematerial geschieht wie folgt: 

35 Leberbiopsiematerial wird mechanisch homogeni- 
siert durch Potter- oder vergleichbare Verfahren. Da- 
nach wird der Proteinase K-Lysispuffer (siehe Beispiel 
3), 1 Of aches Volumen, zugesetzt und fQr 2 Stunden bei 
37°C inkubiert Die weiteren Aufarbeitungsschritte sind 

40 im Beispiel 3 beschrieben. 

Beispiel 5 

Die Praparation von PapOlom-Virus-DNS aus War- 
45 zenbiopsie-Gewebe geschieht wie folgt: 

Nach mechanischem AufschluB (flOssiger Stickstoff, 
fCugelmuhle, mechanisch es Zerquetschen) von Warzen- 
biopsiematerial wird, wie im Beispiel 4 beschrieben. die 
1 Of ache Menge an Lysispuffer zugesetzt, fur 6 Stunden 
so bei 37° C inkubiert und die DNS, wie in Beispiel 3 be- 
schrieben, aufgearbeitet Das Verfahren Hefert hochmo- 
lekulare DNS, wobei es sich um ein Gemisch von zellu- 
larer DNS der menschlichen Zellen und Papillom-Virus- 
DNS aus den proteolytisch verdauten und lysierten Pa- 
ss pillomvirionen handelt 

Beispiel 6 

Die Praparation von CMV (Cytomegalie-Virus)-DNS 
6o aus Urin geschieht wie folgt: CMV-Viren werden in situ 
nach Zusatz von 4 M Harnstoff, 1% Triton, 500 mM 
NaCl, 50 mM Tris-HCL-Puffer pH 7,5 lysiert Die DNS 
(130 bis 150 x 10 6 Dalton) wird freigesetzt Ober Adsorp- 
tion an die pordse Matrix, in der in Abbildung 1 darge- 
65 stellten Kartusche konzentriert und, wie in Beispiel 4 
beschrieben, gewaschen. AnschlieBend wird die DNS 
eluiert, wie in Beispiel 3 beschrieben. Da sich fur ge- 
wdhnlich ein Dot-Blot- Verfahren anschtieBt das zur 
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14 


Bindung der DNS an eine Membran (Nitrocellulose, 
Nylon) ohnehin hohe Salzkonzentrationen erfordert, ist 
die eluierte DNS-L5sung mit Natronlauge auf 0,1 M und 
mit NaCl auf ca. 2 M zu adjustieren. Danach ist direkt 
ein Dot-Blot in den gew6hn!ich verwendeten Vorrich- 5 
tungen, zurn Beispiel Minifold I und II von Schleicher & 
SchOll mdglich. 
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